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ABSTRAKT 
 Bakalářská práce je zaměřena na studium komerčních přípravků, které se používají při 
odbourávání tuků z odpadní vody. Tyto přípravky obsahují mikroorganismy s lipolytickou 
aktivitou. 
 Teoretická část popisuje lipidy, lipázy, mikroorganismy produkující lipolytické enzymy  
a základní principy čištění odpadní vody. V teoreticky části jsou také uvedeny analytické 
metody stanovení lipidů. 
 Praktická část se zabývá studiem tří komerčních přípravků. U těchto přípravků byl 
proveden test na obsah mikroflóry. Následně byla provedena restrikční analýza. Pomocí této 
metody byly mikroorganismy v přípravcích identifikovány jako rod Bacillus sp. Dále byly  
u těchto přípravků stanoveny růstové křivky, které zachycují nárůst biomasy. Sledován byl 
také průběh pH během kultivace a lipolytická aktivita mikroorganismů, která byla stanovena 
spektrofotometricky s využitím p-nitrofenyllaurátu. 
 
 
ABSTRACT 
 This bachelor thesis is focused on the study of commercial products for degradation of 
lipids in waste water. This commercial products contain microorganisms with lipolytic 
activity. 
 Theoretical part of this thesis describes lipids, lipases, mikroorganisms which produce 
lipolytic enzymes and basical principles of cleaning of waste water. In this part analytical 
methods of lipids isolation are presented too. 
 The practical part of this thesis is concerned with the study of three commercial products. 
These products were tested for the content of microflora. Subsequently the restriction analysis 
was performed. Using this method the microorganisms were identified as Bacillus sp. 
Furthermore the growth curves were determined. This curves show growth of biomass. Then 
the pH during cultivation and lipolytic activity of microorganisms were determined. Lipolytic 
activity was determined by spectrofotometric method with using of  
p-nitrophenyllaurate. 
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1 Úvod 
 Mnoho mikroorganismů, jako jsou kvasinky, mikroskopické houby nebo bakterie, 
produkuje enzymy, které napomáhají (katalyzují) degradaci lipidů na glycerol a mastné 
kyseliny (mastné kyseliny se dále odbourávají v procesu zvaném β-oxidace). Tyto enzymy se 
obecně označují jako lipázy (lipolytické enzymy). 
 Lipolytické enzymy jsou jedny z nejvíce průmyslově produkovaných a využívaných 
enzymů. Používají se například při výrobě detergentů, v průmyslu zpracování oleje nebo jako 
aktivní složka při odbourávání tuků v odpadní vodě [1]. Právě použití lipáz při degradaci 
lipidů v odpadní vodě zaznamenává v poslední době velký nárůst. Lipázy, resp. 
mikroorganismy produkující lipázy, se využívají v odlučovačích tuků, kde štěpí tuky, které 
jsou obsaženy v odpadní vodě. Díky tomuto procesu se zabraňuje hromadění tuků v životním 
prostředí a kanalizacích. Mikroorganismy se přidávají do odlučovačů ve formě komerčních 
přípravků, které se využívají v těžko dostupných čističkách odpadních vod (například na 
lodích). 
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2 Teoretická část 
2.1 Lipidy 
 Lipidy jsou přírodní organické molekuly, které jsou omezeně rozpustné ve vodě, a tvoří 
jednu z hlavních složek nezbytných pro vývoj a zdraví organismu. Příkladem lipidů jsou tuky, 
oleje, vosky, některé vitamíny a hormony. Lipidy jsou definovány na základě fyzikální 
vlastnosti (rozpustnosti), nikoliv na základě chemických vlastností jako jiné skupiny 
organických sloučenin (sacharidy, bílkoviny, apod.) [2]. 
 Lipidy se často definují jako přírodní sloučeniny, které obsahují esterově vázané mastné 
kyseliny o více než třech atomech uhlíku. Mezi lipidy se také řadí látky, které jsou 
sloučeninami mastných kyselin vzniklých průmyslovou činností nebo jinými lidskými 
aktivitami [3]. 
 Pro potravinářství jsou nejvýznamnějšími lipidy tuky a oleje, jejichž chemická struktura je 
velice podobná. Jsou to triacylderiváty glycerolu, tedy estery glycerolu se třemi kyselinami 
s dlouhým uhlíkatým řetězcem (tzv. mastné kyseliny). Mastné kyseliny mají často 
nerozvětvený řetězec se sudým počtem atomů uhlíku a rozlišují se na nasycené a nenasycené. 
Mezi nejběžnější nasycené mastné kyseliny patří kyselina palmitová (C16) a stearová (C18)  
a mezi nenasycenými to jsou olejová a linolová (obě C18) [2], [3]. 
2.1.1 Struktura tuků a olejů 
 Tuky a oleje jsou estery glycerolu. Na glycerol může být navázána jedna, dvě nebo tři 
mastné kyseliny. Podle počtu navázaných mastných kyselin je poté nazýváme 
monoacylglyceroly, diacylglyceroly a triacylglyceroly, které jsou pro potravinářství 
nejvýznamnější (obrázek 2.1.) [3]. 
 
 
Obrázek 2.1. – Obecná struktura olejů [4] 
 
 Dříve se oleje dělily podle toho, jak se po natření tenké vrstvy chovaly na vzduchu, a to na 
nevysychavé (olivový, arašídový, palmový…), polovysychavé (sójový, slunečnicový)  
a vysychavé (lněný, světlicový). V dnešní době se oleje dělí podle jejich původu, a to na 
živočišné, rostlinné a jiné [3]. 
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2.1.2 Štěpení tuků a β-oxidace 
 Metabolické odbourání tuků začíná hydrolytickým štěpením na glycerol a mastné kyseliny. 
Glycerol je transportován do jater, kde je podroben dalším metabolickým procesům  
(v podobě dihydroxy-acetonfosfátu vstupuje do metabolismu sacharidů). Mastné kyseliny 
jsou transportovány do mitochondrií, kde probíhá jejich další štěpení, které se nazývá  
β-oxidační štěpení (β-oxidace) nebo je také označování jako Lynenova spirála (podle 
objevitele. β-oxidace je složena z několika kroků, které se cyklicky opakují až do odbourání 
mastné kyseliny. V každém cyklu se odštěpí z řetězce mastné kyseliny acetylová skupina, 
která je dále degradována v citrátovém cyklu (cyklu kyseliny citrónové) [2][5]. 
 Prvním krokem β-oxidace je aktivace mastné kyseliny, kterou katalyzuje ligasa za účasti 
ATP a CoA. Druhým krokem je dehydrogenace, kde odštěpením dvou vodíků vzniká na  
β-uhlíku dvojná vazba (z FAD se tvoří FADH2). Třetím krokem je hydratace, kdy se na 
dvojnou vazbu aduje voda za vzniku β-hydroxyacyl-CoA. Ve čtvrtém kroku probíhá 
dehydrogenace za vzniku dvojné vazby mezi β-uhlíkem a kyslíkem (dochází ke vzniku 
ketonové skupiny a vedlejšího produktu NADH/H+). V posledním kroku se zpětnou 
Claisenovou reakcí rozštěpí vazba mezi α-uhlíkem a β-uhlíkem. Vznikne acetyl-CoA 
a mastná kyselina se zkráceným řetězcem o dva uhlíky, která pokračuje dále v cyklu (obrázek 
2.2.) [2]. 
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Obrázek 2.2. – β-oxidace [2] 
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2.2 Stanovení lipidů 
 Mezi významné identifikační znaky lipidů patří číslo zmýdelnění, jodové číslo, číslo 
kyselosti a peroxidové číslo. Tyto znaky se využívají k stanovení čistoty (číslo zmýdelnění), 
množství nenasycených sloučenin (jodové číslo) či obsahu volných mastných kyselin (číslo 
kyselosti). Přestože jsou tato stanovení stále velmi využívána, nahrazují se modernějšími  
a rychlejšími metodami, a to především v laboratořích, které testují kvalitu jídla [6]. 
 V potravinářské praxi se nejčastěji sleduje obsah celkového tuku. Velký význam má také 
analýza tukových charakteristik, složek v surovinách a analýza finálních výrobků tukového 
průmyslu [7]. 
 Analýza lipidů je poměrně složitá, a to z důvodů velkého rozdílu polarity jednotlivých 
lipidů. Lipidy se nedají stanovit například spektrofotometricky kvůli nepřítomnosti 
chromoforů [6]. Analýza lipidů se provádí pomocí několika metod: 
1) extrakce lipidů 
2) chromatografické metody 
3) hmotnostní spektrometrie 
2.2.1 Metody extrakce lipidů 
 Extrakce lipidů je prvním krokem stanovení lipidů. V současné době je známo několik 
metod, které se dají použít pro extrakci lipidů z biologických materiálů. Většina z nich 
využívá organická rozpouštědla, která jsou ve směsi (například metoda dle Folche) [8]. 
2.2.1.1 Soxhletova metoda 
 Extrakce rozpouštědlem je metoda oddělování směsí založená na rozdílu rozpustnosti 
jednotlivých složek. Soxhletova extrakční metoda probíhá na Soxhletově přístroji 
(obrázek 2.3.). Aparatura se skládá z baňky, Soxhletova přístroje a chladiče. Baňka se naplní 
rozpouštědlem. Nad ni se připojí Soxhletův extraktor a vloží se do něj extrakční patrona 
s náplní (extrakční patrona je buď papírová nebo skleněná). Na Soxhletův přístroj se připojí 
chladič. Rozpouštědlo ve spodní baňce se zahříváním odpařuje a kondenzuje uvnitř chladiče. 
Odtud kape na extrakční patronu a postupně zaplňuje Soxhletův extraktor. Po dosažení 
hladiny přepadu rozpouštědlo odteče do spodní baňky a Soxhletův extraktor se plní znovu [9]. 
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Obrázek 2.3 – Soxhletův přístroj [10] 
2.2.1.2 Metoda dle Folche 
 Tato metoda je vhodná pro vzorky s vyšším obsahem vody a polárních lipidů, jako jsou 
fosfolipidy a komplexní lipidy. To zahrnuje především potraviny živočišného původu, kde 
přídavek metanolu k extrakčnímu rozpouštědlu umožní kvantitativní extrakci lipidů, které 
jsou vázány na bílkovinné podíly. Využívá se při rozboru masa a masných výrobků [11]. 
 Daný materiál se homogenizuje a extrahuje se směsí chloroformu a metanolu v poměru 2:1. 
Nerozpuštěné podíly se odstraní filtrací a stržené nelipidické podíly se vyextrahují 
vodou [11]. 
2.2.1.3 Nadkritická fluidní extrakce (SFE) 
 V nadkritické fluidní extrakci používáme k extrakci pevného vzorku nadkritickou tekutinu, 
běžně oxid uhličitý. Nadkritický oxid uhličitý je ideálním rozpouštědlem pro analyty, které 
jsou dále analyzovány instrumentálními metodami. Oxid uhličitý je nepolární, a proto 
rozpouští nepolární a málo polární sloučeniny [12]. 
 Velkou výhodou použití oxidu uhličitého je, že změnami teploty a tlaku v extraktoru lze 
měnit jeho rozpouštěcí sílu, a řídit tak selektivitu extrakce. Tato extrakce je velmi rychlá 
(oproti Soxhletově metodě, která trvá až několik hodin, trvá SFE několik minut) [12]. 
2.2.1.4 Extrakce pevnou fází (SPE) 
 Extrakce pevnou fází (obrázek 2.4.) je v současné době nejvýkonnější technika dostupná 
pro rychlou a selektivní přípravu vzorku. Její podstatou je zachycení molekul látky na tuhém 
sorbentu, přes který protéká vzorek. Při extrakci se využívá chemických vlastností molekul, 
které v důsledku mezimolekulových interakcí ulpívají na sorbentu. Proto lze extrakci pevnou 
fází nazvat také chemická filtrace [12]. 
 Extrakce pevnou fází nabízí mnoho výhod oproti tradičním separačním technikám, mezi 
něž patřila zejména extrakce kapalina-kapalina, a to především dobrou selektivitu a úsporu 
organických rozpouštědel [12]. 
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Obrázek 2.4. – SPE [13] 
2.2.2 Chromatografické metody stanovení lipidů 
 Pro kvalitativní stanovení a chemickou charakterizaci se používá poměrně široké spektrum 
analytických metod. Chromatografické metody jsou velmi užitečné při identifikování různých 
součástí vzorku [6]. 
2.2.2.1 Plynová chromatografie (GC) 
 Plynová chromatografie nese své označení podle skupenství mobilní fáze, kterou je plyn. 
Využívá rozdělení analytu mezi stacionární a mobilní fázi na základě adsorpce  
a rozpouštění, přičemž se předpokládá, že toto rozdělení je rovnovážné. Zdrojem pohybu 
mobilní fáze je tlakový spád. Analytická metoda plynové chromatografie využívá výše 
popsaný chromatografický děj ke kvalitativnímu i kvantitativnímu určení analytu. Současně je 
děj sledovaný měřícím zařízením, jehož signál je funkcí množství analytu a citlivosti [14]. 
 Lipidy mohou být stanoveny například pomocí plynové chromatografie s plamenovým 
ionizačním detektorem (flame-ionization detector – FID). Použití plynové chromatografie je 
však limitováno tepelnou stabilitou daného vzorku. Problém s tepelnou stabilitou nastává při 
vypařování vzorku pomocí páry za vysokého tlaku. U jednoduchých molekul může být 
řešením derivatizace vzorku, avšak u složitějších biomolekul je již derivatizace poměrně 
složitá, a může obsahovat až několik reakčních kroků. Příprava vzorku může zahrnovat 
hydrolýzu, derivatizaci nebo pyrolýzu [6]. 
 Lipidy mohou být hydrolyzovány zahříváním pod refluxem v přítomnosti vodného 
ethanolického roztoku. Zmýdelněná frakce (volné kyseliny a ve vodě rozpustné 
hydrolyzované produkty) a nezmýdelněná frakce (nepolární a nezmýdelněné složky) jsou dále 
podrobeny analýze pomocí plynové chromatografie. Nezmýdelněná frakce bude obsahovat 
uhlovodíky, alkoholy s dlouhým řetězcem a steroly, které jsou přítomny ve vzorku ve volné 
nebo esterifikované formě [6]. 
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2.2.2.2 Chromatografie na tenké vrstvě (TLC) 
 Tenkovrstvá chromatografie je nejstarší metodou, která se používala pro vyhodnocení 
lipidů, ale i přesto se ve velké míře používá i dnes. Je to velmi dobře zavedená technika, která 
umožňuje rychlé prověření studovaného vzorku. Tato analýza přináší mnoho důležitých 
informací o daném vzorku a zároveň se při ní oddělují frakce o různé polaritě. I když se pro 
analýzu nevyžaduje sofistikované zařízení, je důležité použít řádný aplikátor vzorku, aby bylo 
dosaženo kvalitního analytického výsledku. Nicméně tato metoda má dvě nevýhody,  
a to nízké rozlišení a citlivost. Hojně se využívá i HPTLC v kombinaci s denzitometrickou 
kvantifikací. I přes zvýšenou účinnost této metody bylo pro stanovení lipidů popsáno malé 
množství aplikací [6]. 
2.2.2.3 Kapalinová chromatografie (LC) 
 Kolonová kapalinová chromatografie je již dlouho známá metoda. V klasickém provedení 
se používala až do poloviny šedesátých let. Mobilní fáze se pohybovala gravitací a průtok 
činil řádově jednotky mililitrů za minutu. Separace byly málo účinné a doba analýzy dlouhá. 
Tato metoda se používá dnes již jen na separace jednoduchých směsí [14]. 
 V dnešní době se k analýze používá především vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
(obrázek 2.5.). Vysoké účinnosti se dosahuje použitím stacionárních fází, které obsahují malé 
částice nepravidelného tvaru a jednotné velikosti Tyto částice homogenně vyplňují kolonu. 
Tím se dosahuje účinností řádově desítek tisíc pater na metr délky kolony. Průtok mobilní 
fáze je zajištěn vysokým tlakem (až desítky MPa), proto také bývá tato metoda někdy 
nazývána jako vysokotlaká kapalinová chromatografie (high-pressure liquid 
chromatography). K detekci jsou nutné citlivé detektory, které umožňují kontinuální 
monitorování látek na výstupu z kolony. Výhodou HPLC je zejména široká oblast 
použitelnosti. Nevýhodou ve srovnání s GC je náročnější instrumentace a složitější 
mechanismus separace [14]. 
 
Obrázek 2.5. – Schéma HPLC [15] 
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 Kapalinová chromatografie má při analýze lipidů mnohem větší uplatnění než 
chromatografie plynová. Kapalinová chromatografie může při analýze lipidového vzorku 
využívat několik metodik a postupů. V kapalinové chromatografii jsou definovány dva 
způsoby provedení, a to NP-LC (kapalinová chromatografie na normální fázi), kde se 
stanovují především lipidy na základě typu sloučeniny, a RP-LC (kapalinová chromatografie 
na reverzní fázi), kde se stanovují lipidy na základě odlišného retenčního času mastných 
kyselin [6]. 
 Kapalinová chromatografie na reverzní fázi je metoda vhodná pro stanovení pozičních 
izomerů triacylglycerolů a pro rychlou analýzu volných mastných kyselin nebo methylesterů 
mastných kyselin, včetně stanovení konjugované kyseliny linoleové a identifikaci 
geometrických izomerů z rozmanitých biologických vzorků [6]. 
2.2.3 Hmotnostní spektrometrie (MS) 
 Hmotnostní spektrometrie (obrázek 2.6.) je fyzikálně-chemická metoda určování hmotnosti 
atomů, molekul a jejich částí po převedení na kladné nebo záporné ionty. Hmotnostní 
spektrometrie se využívá především pro analýzu organických látek s důrazem na zjištění 
jejich struktury. Spojením hmotnostní spektrometrie se separačními metodami se nám 
výrazně zvyšuje selektivita a identifikace komponent vzorku ve složité matrici [14]. 
 Hmotnostní spektrometr je složen z iontového zdroje, hmotnostního analyzátoru  
a detektoru. Iontový zdroj slouží k převedení analyzované látky do ionizovaného stavu. 
V prostoru iontového zdroje dochází i k většině fragmentačních reakcí vedoucích k destrukci 
chemických vazeb vzniklého iontu. Hmotnostní analyzátor (například kvadrupól) slouží jako 
disperzní prvek a umožňuje rozdělit v prostoru nebo čase směs iontů o různých poměrech 
hmotnosti ku náboji (m/z). Detektor, na který je směřován proud iontů po průchodu 
hmotnostním analyzátorem, poskytuje analogový signál úměrný počtu dopadajících iontů. 
Analogový signál je po digitalizaci převeden vhodným programovým vybavením do formy 
hmotnostních spekter [14]. 
 
 
Obrázek 2.6. – Schéma hmotnostního spektrometru [16] 
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 Analýza lipidů pomocí hmotnostní spektrometrie se využívá již několik desetiletí. 
Elektronová ionizační hmotnostní spektrometrie byla zavedena kolem roku 1960. 
V kombinaci s plynovou chromatografií sloužila a stále slouží k vyřešení základních 
problémů lipidů v biochemii. Problém s GC-MS je ten, že požaduje tepelně stabilní těkavé 
analyty. Tento problém může být sice vyřešen pomocí derivatizace, ale u složitějších látek je 
derivace poměrně složitá [17]. 
2.3 Lipázy 
 Lipázy jsou z chemického hlediska definovány jako karboxylesterázy. Katalyzují hydrolýzu 
a syntézu acylglycerolů s dlouhým řetězcem. Lipázy nepotřebují pro svoji účinnost žádný 
kofaktor, což je pro jejich aplikaci velice výhodná vlastnost. Za běžných podmínek lipázy 
hydrolyzují esterové vazby na rozhraní mezi nerozpustným substrátem  
a vodou, kde zůstává enzym rozpuštěný. Při experimentálních podmínkách jsou lipázy 
schopny katalyzovat zpětnou reakci. Zpětná reakce vede k esterifikaci a vzniku glyceridů 
z mastných kyselin a glycerolu [18], [19]. 
 Lipázy z různých přírodních zdrojů mají různou substrátovou specifitu. Některé lipázy mají 
vysokou afinitu k mastným kyselinám s krátkým řetězcem (C2 – C10). Jiné preferují 
nenasycené mastné kyseliny (olejová, linoleová, atd.). Lipázy většinou vykazují poziční 
specifitu a odštěpují mastnou kyselinu na prvním, třetím a nebo na obou uhlících [19]. 
 Aktivita lipáz záleží také na množství oleje, který je dostupný na fázovém rozhraní. Pro 
zvýšení aktivity enzymu se používá různých emulgátorů, aby se zvětšil povrch, kde může 
štěpení probíhat [19]. 
2.3.1 Mikroorganismy produkující lipázy 
 Lipázy jsou produkovány mnoha druhy mikroorganismů i vyššími eukaryoty. Většina 
z komerčně využívaných lipáz jsou mikrobiálního původu. Dnes se lipázy získávají převážně 
fermentací biologických materiálů. Lipázy jsou produkovány několika druhy 
mikroorganismů, ale jako zdroj produkce lipáz byla testována pouze 2 % mikroorganismů [1]. 
Jsou to například houby, kvasinky a bakterie [20]. Bakteriální kmeny mají například oproti 
kvasinkám mnohem vyšší aktivitu, produkují lipázy v neutrálním až alkalickém pH a jsou 
velice často termostabilní [1]. 
2.3.2 Mikroskopické houby 
 Některé rody mikroskopických hub jako například Aspergillus sp., Rhizopus sp.  
a Penicillium sp. jsou známé produkcí lipolytických enzymů. Produkce lipáz pomocí 
mikroskopických hub závisí na rodu, složení živného média, kultivačních podmínkách, pH, 
teplotě a zdrojích uhlíku a dusíku [21]. 
 Požadavky průmyslu na nové zdroje lipáz s odlišnými katalytickými vlastnostmi způsobují 
izolaci a selekci nových rodů. Mikroorganismy produkující lipázy byly nalezeny v různých 
prostředích (např. průmyslové odpady, továrny produkující rostlinný olej, mlékárny, zemina 
kontaminovaná olejem) [21]. 
 Produkcí a izolací lipáz se zabývali například Cihangir a Sarikaya [22], kteří sledovali 
houby, které byly izolovány ze zeminy. Nejvyšší lipolytickou aktivitu vykazoval rod 
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Aspergillus sp. Během experimentu byly zkoumány kultivační podmínky ovlivňující růst  
a produkci extracelulárních lipáz u Aspergillus sp. Nejvyšší produkce lipáz byla zaznamenána 
čtvrtý den kultivace při pH 5,5 a teplotě 30°C. Při použití olivového oleje jako zdroje uhlíku  
a peptonu jako zdroje dusíku byl výtěžek lipáz ještě o něco vyšší. Při provzdušňování média 
byl zaznamenán rychlejší růst i rychlejší produkce lipáz. 
2.3.3 Kvasinky 
 Kvasinky jsou heterotrofní eukaryotní mikroorganismy (obrázek 2.7.), které náleží mezi 
houby. Český název dostaly podle schopnosti kvasit monosacharidy a některé disacharidy, 
případně i trisacharidy na ethanol a oxid uhličitý. Tvar a velikost buněk jsou do určité míry 
ovlivněny kultivačními podmínkami a jejich stářím. To platí i pro jednu kulturu, kde kvasinky 
mají určitou variabilitu tvaru i velikosti jednotlivých buněk [23]. 
 
 
Obrázek 2.7. – kvasinková buňka [24] 
2.3.3.1 Kvasinkové lipázy 
 Mezi nejvíce průmyslově využívané enzymy patří kvasinkové lipázy. To je způsobeno 
především tím, že lipázy jsou aktivní, a to jak při hydrolýze, tak při syntéze. V průmyslové 
výrobě detergentů jsou lipázy používány při odbourávání lipidových řetězců. Pro tento účel se 
využívají například lipázy z kvasinek Cyndida cylindracea a Candida lypolitica. Například 
enzymová syntéza funkčně podobných povrchových látek se provádí při středních teplotách 
(60 -80°C) s výsledkem dobré regioselektivity [25]. 
 Ciafardini a kolektiv [26] objevili, že čerstvě vyprodukovaný olivový olej je 
kontaminovaný velkým množstvím mikroorganismů. I přes produkci enzymů v oleji si 
dokázal zachovat fyzikálně-chemické a organoleptické vlastnosti. Mezi mikroorganismy, 
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které byly z toho oleje izolovány, se objevily některé, které vykazovaly dobrý potenciál při 
produkci lipáz (Saccharomyces cerevisiae, Williopsis californica). Lipolytická aktivita  
u Saccharomyces cerevisiae byla intracelulární a u Williopsis californica extracelulární. 
2.3.4 Bakterie 
 Bakteriální buňka je prokaryotní a jednodušší než například buňka kvasinková  
(obrázek 2.8.). Přestože jsou bakterie fyziologicky poměrně rozmanité, po morfologické 
stránce nejsou mezi jednotlivými rody velké rozdíly. Tvar buněk bakterií je nejčastěji 
tyčinkovitý, méně často kulovitý. Vláknitý tvar se vyskytuje například u půdních 
bakterií [23]. 
 Podle fyziologických vlastností dělíme bakterie do několika skupin: 
1) Podle nároků na výživu 
a) autotrofní (k výživě jim stačí pouze anorganické sloučeniny) 
b) heterotrofní (vyžadují přítomnost organických látek, ať už jako zdroj uhlíku, 
vodíku nebo energie) 
2) Podle nároků na kyslík 
a) aerobní (vyžadují kyslík) 
b) anaerobní (vzdušný kyslík na ně působí inhibičně) 
c) mikroaerofilní (mají anaerobní metabolismus, avšak přítomnost kyslíku 
urychluje jejich rozmnožování) 
d) fakultativně anaerobní (mají schopnost aerobního i anaerobního metabolismu) 
3) Podle způsobu získávání energie 
a) fototrofní (zdrojem energie je přeměna světelné energie na energii chemickou) 
b) chemotrofní (zdrojem energie je oxidace chemických sloučenin) [23] 
 
 
Obrázek 2.8. – bakteriální buňka [27] 
17 
 
2.3.4.1 Podmínky pro produkci bakteriálních lipáz 
 Přítomnost bakteriálních lipáz byla poprvé objevena v roce 1901 u bakteriálních druhů 
Serratia rnarcescens, Pseudomonas aeruginosa, a P. fluorescens. Tyto patří mezi jedny  
z nejlépe prozkoumaných mikroorganismů, které produkují lipázy [28]. 
 Až na pár výjimek jsou bakteriální lipázy schopny kompletně hydrolyzovat 
triacylglyceroly. Aktivitu lipáz tvořených bakteriemi lze stanovit pomocí spektroskopie  
a fluorimetrie (umožňují využívat barevné a fluoreskující substráty) [28]. 
 Bakteriální enzymy jsou většinou extracelulární a jejich produkce je ovlivňována 
nutričními a fyzikálně-chemickými podmínkami. Mezi tyto podmínky patří především zdroj 
uhlíku a dusíku, přítomnost lipidů, anorganických solí a koncentrace rozpuštěného kyslíku. 
Nejvýznamnější faktor pro posouzení lipolytické aktivity byl vždy zdroj uhlíku. Lipázy jsou 
z velké části induktivními enzymy a jsou především produkovány v přítomnosti zdroje lipidů, 
jako jsou oleje, triacylglyceroly, mastné kyseliny, hydrolyzovatelné estery, apod. Nicméně 
jejich produkce je také závislá na ostatních zdrojích uhlíku jako jsou cukry, polysacharidy  
a jiné cukerné deriváty (například alkoholy) [29]. 
 Produkce lipáz není závislá pouze na zdrojích uhlíku, ale také na podmínkách, ve kterých 
se bakterie nachází. Mezi tyto podmínky patří teplota a další stresové podmínky, délka 
kultivace nebo koncentrace rozpuštěného kyslíku. Bakteriální lipázy jsou nejčastěji 
produkovány v neutrálním prostředí (pH ~ 7). Avšak existují i druhy, které mají maximální 
lipolytickou aktivitu při pH vyšším než 7. Většina bakteriálních druhů vykazuje nejvyšší 
aktivitu produkce lipáz při teplotě 20-45 °C, ale například Bacillus sp. vykazuje nejvyšší 
produkční aktivitu lipáz při 50 °C [29]. 
2.3.4.2 Produkce lipáz s použitím přesmaženého oleje jako substrátu 
 Je známo, že bakterie jsou schopny přeměny a růstu na rostlinném oleji. Rostlinný olej je 
velmi dobrý substrát pro bakteriální produkci lipáz a tudíž i pro hydrolýzu volných mastných 
kyselin. Produkce přesmaženého rostlinného oleje celosvětově stoupá z důvodů konzumace 
celkého množství smažených jídel. Rostlinný olej ten se ve většině případů používá jako 
krmivo pro zvířata. Přesmažený rostlinný olej by se však dále mohl využít jako zdroj látek pro 
růst bakterií a tudíž i jako zdroj pro výrobu látek s vysokou přidanou hodnotou. [30]. 
 Při zkoumání lipolytické aktivity mikroorganismů na tomto substrátu byly pozorovány 
znatelné rozdíly při použití olivového a slunečnicového oleje. Při použití olivového oleje byla 
lipolytická aktivita poměrně vysoká, zatímco při použití slunečnicového oleje byl vysoký 
nárůst bakteriálních buněk, ale lipolytická aktivita byla celkem nízká. Jako nejlepší substrát 
pro růst mikroorganismů a produkci lipáz se ukázala směs olivového a slunečnicového oleje 
[30]. 
2.3.5 Využití lipáz v průmyslu 
 Lipázy mají vysoký potenciál, a to díky jejich širokému využití v biotechnologiích. Lipázy 
se začaly v hojné míře používat při syntéze biopolymerů, biodieslu, produkci 
farmaceutických, zemědělských a aromatických sloučenin. Lipázy produkované vysokým 
počtem bakterií, hub a kvasinek jsou purifikovány do co nejvyšší čistoty. Lipázy izolované 
z různých zdrojů mají odlišné vlastnosti (substrátová specifita, termostabilita, pH 
optimum) [1]. 
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 Lipázy se produkují ve velkém množství a mají široké uplatnění. Hlavními důvody 
průmyslového využití lipáz jsou například jejich aktivita v organických rozpouštědlech, 
snížení vzniku vedlejších produktů nebo stabilita i při vysokých teplotách [1]. 
2.3.5.1 Lipázy v průmyslu zpracování oleje 
 Některé tuky jsou kvůli jejich vlastnostem mnohem hodnotnější než ostatní. Při použití 
lipáz mohou být částečně méně hodnotné tuky převedeny na vysoce hodnotné. Příkladem je 
transesterifikace levných olejů, při které lze například vyrobit kakaové máslo z PMF (palm-
mid fiction) [1]. 
 Využití lipáz v oleochemickém průmyslu je obrovské. Produkce tuků a olejů ve světě je 
přibližně 60 miliónů tun ročně, z čehož asi 2 miliony tun se využívají při energeticky 
náročných procesech, jako jsou hydrolýza, glycerolýza nebo alkoholýza. Z těchto důvodů se 
hledají nové možnosti využití lipáz pro snížení energetické spotřeby těchto procesů [1]. 
2.3.5.2 Lipázy ve výrobě detergentů 
 Komerčně nejvíce zajímavým je aplikace lipáz do detergentů, které se používají 
v domácnostech i v průmyslových továrnách. Do detergentů se přidávají enzymy především 
kvůli menší spotřebě energie ( např. nižší teplota vody při umývání nádobí) [1]. 
 Například rod bakterie Pseudomonas produkuje lipázy, které se dokáží nasorbovat při praní 
na látku a ulehčí tak odbourání mastných skvrn. Výhodou těchto enzymů je, že vytvoří 
komplex mezi lipázou a čištěnou látkou. Takto vytvořený komplex je odolný vůči povrchové  
i tepelné deaktivaci [1].  
2.4 Čištění vody 
 Ve vodách probíhají dva hlavní procesy podílející se na charakteru vod, a to proces 
znečišťování a proces samočištění. Znečištění je stav, kdy se původní chemické, fyzikální  
a biologické vlastnosti mění natolik, že jejich původní využitelnost je minimální. Samočištění 
je souhrn přirozeně probíhajících pochodů na biotopu, pomocí nichž se postupně povrchové 
vody zbavují znečišťujících elementů [31]. 
2.4.1 Odpadní voda 
 Existují dva základní druhy odpadních vod, a to městské odpadní vody známé jako 
splaškové (vysoká koncentrace organických látek) a odpadní vody průmyslové. Odpadní vody 
z domácnosti (komunální odpady) obsahují kuchyňský odpad nebo sociálně-hygienické 
splašky) [31]. 
 Odpadní vody s převahou organických látek jsou především tvořeny domácnostmi nebo 
některými potravinářskými závody. Vlastností těchto vod je obsah organických látek s různou 
rychlostí rozkladu, jejichž přísun do vodního ekosystému vede ke změnám v kyslíkovém 
režimu a následně i ve skladbě biocenózy. Při vypouštění takovýchto odpadních vod dochází 
k zanášení dna sedimentujícími částicemi [31]. 
2.4.2 Lipidy jako odpadní materiál 
 Lipidy tvoří velký podíl organické hmoty v odpadních vodách, což může způsobovat jejich 
přesun do povrchové vody. Každoročně se zvyšuje podíl odpadní vody s obsahem lipidů, a to 
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z důvodů stále se zvětšující urbanizace a produkce odpadů z továren. Lipidy, které jsou 
suspendované, mohou být z odpadní vody odstraněny fyzikálně (např. odlučovačem tuku). 
Lipidy, které jsou emulzifikované, a projdou přes fyzikální čištění, se musí vyčistit jinou 
cestou, a to například biologickým čištěním [32]. 
2.5 Biologické čištění 
 Biologický způsob čištění odpadních vod využívá základních hydrobiologických znalostí  
o biocenózách organismů. V odpadních vodách nejprve převládají bakterie, které 
odbourávající sacharidy, za nimi bakterie rozkládající lipidy a nitrifikační bakterie. 
 Základním procesem je přeměna organických látek pomocí mikroorganismů 
(rozmnožování, metabolismus) [31]. Mikroorganismy jsou schopny odstraňovat pouze 
organické látky biologicky rozložitelné. Kvantitativní mírou biologické rozložitelnosti dané 
organické látky je maximální specifická rychlost jejího odstraňování adaptovanou směsnou 
kulturou. Tato rychlost však závisí na daných podmínkách kultivace. Také závisí na stáří 
směsné kultury, při kterém byla adaptována [33]. 
2.5.1 Aerobní čištění 
 Lipidy jsou obecně brány jako biodegradovatelné, a tudíž jsou brány i jako organický 
materiál, který lze z odpadní vody vyčistit. Lipidy mají nepříznivé účinky při přenosu kyslíku 
na biofilmy, a připravují tak mikroorganismy o poměrně velké množství kyslíku [32]. 
 Biodegradabilita lipidů je závislá na vlastnostech jejich mastných kyselin. Biologická 
rozložitelnost se zvyšuje s klesající délkou uhlíkového řetězce a stupněm nasycenosti mastné 
kyseliny. Faktory, které ovlivňují odbourávání lipidů jsou molekulární struktura sloučeniny, 
rozpustnost sloučeniny ve vodném roztoku obsahujícím mikroorganismy a dále také faktory 
jako je pH, teplota, živiny a přítomnost kyslíku [32]. 
 Při studii odbourávání lipidů pomocí mikroorganismů bylo testováno, zda se může 
připojením pevného nosiče a přidáním vybraných bakteriálních kmenů snížit výsledný obsah 
lipidů v odtékající vodě. Pevný nosič (biofiltr) může být kolonizován bakteriemi, a tím se také 
může zvýšit odbourávání lipidů v důsledku zvýšené koncentrace bakteriálních buněk, 
mikrobiální aktivity a růstu kolonií. Avšak tento systém se ukázal jako neúspěšný, a to zřejmě 
z důvodů neudržení stálého pH systému [32]. 
2.5.1.1 Termofilní čištění 
 Odbourávání lipidů je také závislé na jejich rozpustnosti ve vodě, a proto se předpokládá, 
že termofilní čištění je výhodnější než například mezofilní. Lipidy mají při vyšší teplotě vyšší 
rozpustnost ve vodě. Z tohoto důvodu jsou i více přístupné pro mikroorganismy a jejich 
lipolytické enzymy [32]. 
 Termofilním čištěním se zabýval tým vědců [32], který studoval aerobní termofilní 
odbourávání olivového oleje čistou bakteriální kulturou Bacillus thermoreovolans. Celý 
pokus probíhal v kontinuálním průtokovém reaktoru. Pozorovali, že při koncentraci oleje 2g/l 
se za pouhé dvě hodiny odbouralo 90 % lipidů. V dalším pokusu se vědci snažili odbourat 
odpadní vodu z praní, kde byla koncentrace lipidů 15-20g/l. V tomto pokusu se však za 
10 hodin odbouralo pouze 20-25 % obsažených lipidů.  Z experimentálních výsledků 
vyplynulo, že použití termofilních bakterií může usnadnit odbourávání lipidů. Na mikrobiální 
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degradaci se ovšem projevil vliv přítomných tuků z průmyslové odpadní vody a olivového 
oleje. Nízká degradace odpadní vody z průmyslu byla způsobena negativními vlivy salinity  
a toxických látek.  
2.5.2 Anaerobní čištění 
 Anaerobní čištění vody je také poměrně hodně využívaná technologie. Nejvíce se využívá 
systém UASB (upflow anaerobic sludge bed), což je systém, kde se vyskytuje kal ve formě 
granulí, který je promýván odpadní vodou. Tato voda proudí vzhůru a poté vytéká ven 
z reaktoru již přečištěná. Tento reaktor obsahuje také odvod plynů, které při odbourávání 
odpadů vznikají. Tento systém je ve velké míře využíván v domácnostech a také v průmyslu, 
a to především díky jeho nízké ceně a dostačujícímu stupni čištění [32]. 
2.5.3 Problémy při degradaci lipidů 
 Jak již bylo výše zmíněno, lipidy jsou významným odpadním materiálem. Přesto je jejich 
degradace z odpadní vody poměrně neprozkoumanou oblastí. V systémech čistících odpadní 
vodu způsobují lipidy mnoho problémů, například vznášení kalu nebo podporu růstu 
vláknitých mikroorganismů, které způsobují zvětšování objemu a pěnění [34]. 
 Pro zvýšení účinnosti při odbourávání lipidů z odpadní vody bylo použito již mnoho metod. 
Například Hrudey [34] sledoval efekt emulzifikovaných lipidů na aktivovaný kal. Zjistil, že 
aktivovaný kal efektivně odbourává lipidy pouze při velkém obsahu lipidů, ale také zjistil, že 
při zvýšení poměru lipidů k mikroorganismům je schopnost aktivovaného kalu odbourat 
lipidy snížena. Lefebvre a kolektiv [34] zase zjistili, že mikrobiální růst na zmýdelněném 
substrátu byl provázen exponenciálním nárůstem. Nicméně úplné odstranění zmýdelněného 
substrátu nebylo dotaženo do konce, a to ani přesto, že biodegradace začala, jakmile byl 
substrát smíchán s aktivovaným kalem. Lefevbre zjistil, že pěnění zmýdelněného substrátu 
výrazně snížilo degradační aktivitu, následkem čehož byla i nízká rychlost odbourávání 
lipidů. 
2.5.3.1 Růst a množení mikroorganismů 
 Část organických látek odstraněných z odpadní vody se zoxiduje a část se spotřebuje na 
syntézu zásobních látek a nových buněk. Jako zásobní látky jsou nejčastěji syntetizovány 
polysacharidy a lipidy [33]. 
2.5.4 Čistírenský kal 
 Kal je nevyhnutelným odpadem při čištění odpadních vod. Při tomto procesu se nečistoty 
dostávají do objemově nevýznamného vedlejšího produktu, tzv. kalu. Kal může též obsahovat 
biomasu, která postupně vzniká při biologickém čištění vody. Obsah prospěšných ale  
i nebezpečných složek kalu závisí na míře znečištění odpadní vody. 
 Kaly představují přibližně 1-2% z celkového objemu čištěné vody a je v nich uloženo  
50-80% původního znečištění [35]. 
2.5.4.1 Aktivovaný kal 
 Aktivovaný kal je směsná kultura mikroorganismů, které jsou volně rozptýlené ve vodě  
a ve větších počtech jsou vázány do vloček. Takovýto aktivovaný kal vzniká směšováním 
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přitékající odpadní vody s recirkulovaným aktivovaným kalem, přičemž celá směs se musí po 
určitou dobu míchat a provzdušňovat v aktivační nádrži. Takto vyrobený aktivovaný kal dále 
putuje spolu s čištěnou odpadní vodou do dosazovací nádrže, kde se odděluje a zahušťuje 
(část takto zahuštěného kalu se vrací zpět do aktivační nádrže – recirkulace) [36]. 
2.5.4.2 Stabilizovaný kal 
 Za stabilizovaný kal se považuje takový kal, který již nevyvolává žádné obtíže při 
zacházení s ním a nezpůsobuje žádné škody v životním prostředí. Z technologického hlediska 
se za stabilizovaný kal považuje takový kal, který již nepodléhá biologickému rozpadu. Díky 
svým vlastnostem je takovýto materiál přímo předurčen k využití v zemědělství (hnojení 
půdy, kondicionace půdy) [35]. 
2.5.5 Odlučovače tuků 
 Stoupající nároky na ochranu životního prostředí vyžadují použití odlučovačů jako 
předřazených čistících jednotek před zpětným přivedením znečištěné vody do jejího 
přirozeného oběhu, tedy před jejich vypuštěním do vodních toků, resp. veřejné kanalizace  
a čistíren odpadních vod. Odpadní voda se při průtoku odlučovačem upraví na kvalitu 
přijatelnou pro životní prostředí. Separováním tuků se zabraňuje usazování těchto látek  
v kanalizačních řádech, a tím se zamezuje jejich ucpávání. Odlučovače pracují na gravitačním 
principu odloučení tuků [37]. 
 Odlučovač se skládá ze dvou komor, z nichž první komora slouží k zachycení kalů  
z odpadní vody a druhá ke gravitačnímu odloučení tuků. Lehčí složky jako tuky a oleje se 
sbírají z hladiny a těžší složky se sbírají ze dna, poté co dojde k vyčerpání nádrže [38]. 
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3 Experimentální část 
3.1 Materiál a přístroje 
3.1.1 Přístroje a pomůcky 
 Analytické váhy – AND GR-202-EC, Japonsko 
 Cycler PTC-100TM – MJ Research. Watertown, USA 
 Třepačka LT2 – Kavalier, Sázava 
 McFarland denzitometr DEN-1B – LABOSERV s.r.o, Brno 
 Digitální fotoaparát Canon 
 Mikropipety 
 Laboratorní sklo 
 Zkumavky Eppenforf 
 Světelný mikroskop s kamerou – Merci s.r.o. 
 Spektrofotometr – UV/VIS HELIOS DELTA – Thermospectronic Anglie 
 Sušárna Memmert – model 100-800 Schwabach 
 Ultracentrifuga – Eppendorf centrifuge 5417R, Německo 
 pH metr – Merci s.r.o, inoLab pH 720, Brno 
 Předvážky – Scaltec, USA 
 Vortex – Heidolph, REAX top, Německo 
3.1.2 Použitý software 
 Microsoft Word 2007 
 Microsoft Excel 2007 
 Lucia Net 
3.1.3 Chemikálie 
 D-glukóza – Lachema, Brno 
 Dihydrogenfosforečnan draselný – Lach Ner, Neratovice 
 Dusičnan amonný – MERCI s.r.o, Brno 
 Ethanol 96 % – MERCI s.r.o, Brno 
 Fosforečnan draselný – Lachema, Brno 
 Síran hořečnatý – Lachema, Brno 
 Síran manganatý – Lachema, Brno 
 Síran zinečnatý – Lachema, Brno 
 Síran železnatý – Lachema, Brno 
 Chlorid sodný – Lachema, Brno 
 Chlorid vápenatý – Lach Ner, Neratovice 
 Chlorid železitý – MERCI s.r.o, Brno 
 Kvasničný extrakt – Himedia Laboratories Limited 
 Kyselina chlorovodíková – Lach Ner, Neratovice 
 Močovina – MERCI s.r.o, Brno 
 Pepton Himedia Laboratories Limited 
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3.1.3.1 Chemikálie a komponenty pro PCR 
 PCR voda – Top Bio, Praha 
 Kyselina ethylendiamintetraoctová – MERCI s.r.o, Brno 
 primer B-K1/F – Generi-Biotech s.r.o., Hradec Králové 
 primer B-K1/R1 – Generi-Biotech s.r.o., Hradec Králové 
 TaqαI polymeráza – Top Bio, Praha 
 dNTP směs 10mM – Top Bio, Praha 
 PCR pufr – Top Bio, Praha 
 PCR karosa – Top Bio, Praha 
3.1.4 Testované přípravky 
 Přípravek č. 1 – tento přípravek je kapalný, čirý a poměrně viskózní 
 Přípravek č. 2 – tento přípravek je práškový a skládá se ze dvou částí (základ + vlastní 
přípravek) 
 Přípravek č. 3 – tento přípravek je kapalný, čirý a jsou v něm patrné slizovité shluky 
3.1.5 Biologický materiál 
 Bacillus cereus CCM 2010T – Česká sbírka mikroorganismů Brno, Česká republika 
 Bacillus subtilis CCM 1999 – Česká sbírka mikroorganismů Brno, Česká republika 
 Bacillus licheniformis CCM 2145T – Česká sbírka mikroorganismů Brno, Česká 
republika 
 Bacillus circulans CCM 1611 – Česká sbírka mikroorganismů Brno, Česká republika 
 Bacillus megatherium CCM 2037 – Česká sbírka mikroorganismů Brno, Česká 
republika 
 Bacillus thuringiensis CCM 4128 – Česká sbírka mikroorganismů Brno, Česká 
republika 
 Bacillus mycoides CCM 915 – Česká sbírka mikroorganismů Brno, Česká republika 
3.1.6 Živná média 
 NBG (Nutrient Broth + Glucose): Pepton 30 g/l; Kvasničný extrakt 10 g/l; Chlorid 
sodný 5 g/l; D-Glukóza 20 g/l 
 NBG + OO (Nutrient Broth + Glucose + Olive Oil): Pepton 30 g/l; Kvasničný 
extrakt 10 g/l; Chlorid sodný 5 g/l; D-Glukóza 20 g/l; Olivový olej 5 obj. % 
 Minerální médium: Dihydrogenfosforečnan draselný 0,7 g/; Hydrogenfosforečnan 
draselný 0,7 g/l; Heptahydrát síranu hořečnatého 0,7 g/l; Dusičnan amonný 1 g/l ; 
Chlorid sodný 0,005 g/l; Heptahydrát síranu železnatého 0,002 g/l; Heptahydrát síranu 
zinečnatého 0,002 g/l; Heptahydrát síranu manganatého 0,001 g/l 
 Syntetické médium: Glukóza 50 g/l; Močovina 4,6 g/l; Síran hořečnatý 4,1 g/l; 
Chlorid vápenatý 0,2 g/l; Dihydrogenfosforečnan draselný 1,1 g/l; Chlorid železitý 
0,04 g/l 
 Syntetické médium + olivový olej: Glukóza 50 g/l; Močovina 4,6 g/l; Heptahydrát 
síranu hořečnatého 4,1 g/l; Chlorid vápenatý 0,2 g/l; Dihydrogenfosforečnan draselný 
1,1 g/l; Chlorid železitý 0,04 g/l; Olivový olej 5 obj. % 
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 BHIB (Brain Heart Infusion Broth) – HIMEDIA Laboratories Pvt. Ltd.: Extrakt  
z telecího mozku 200 g/l; Extrakt z hovězího srdce 250 g/l; Pepton 10 g/l; Dextróza 
2,00 g/l; Chlorid sodný 5 g/l, Fosforečnan sodný 2,50 g/l 
3.1.7 Použité roztoky pro stanovení lipolytické aktivity 
Fosforečnanový pufr pH 7,2 (50 mM) 
Ve 240 ml destilované vody bylo rozpuštěno 0,549 g dihydrogenfosforečnanu draselného 
KH2PO4 a 1,431 g hydrogenuhličitanu sodného Na2HPO4 · 12 H2O. Pomocí roztoku NaOH 
bylo upraveno pH na hodnotu 7,2. 
 
Roztok p-nitrofenolu (1 mM) 
Ve 100 ml destilované vody bylo rozpuštěno 13,9 mg p-nitrofenolu. 
 
Roztok p-nitrofenyllaurátu (2,5 mM) 
Ve 25 ml etanolu bylo rozpuštěno 0,02 g p-nitrofenyllaurátu. 
 
Roztok uhličitanu sodného (0,1 M) 
Ve 100 ml destilované vody bylo rozpuštěno 1,06 g uhličitanu sodného Na2CO3. 
3.2 Metody 
3.2.1 Stanovení lipolytické aktivity 
 Princip: 
 Při spektrofotometrickém stanovení lipolytické aktivity se měří množství uvolněného  
p-nitrofenolu v důsledku štěpení p-nitrofenylesteru mastné kyseliny působením enzymu po 
určitou dobu. Intenzita vzniklého žluto-zeleného zbarvení je měřena při 420 nm. 
 Postup: 
 Z Petriho misek byla kličkou nabrána nakultivovaná kultura, která byla suspendována ve 
sterilní vodě. Poté byly ze zkumavek odstraněny extracelulární produkty od buněčné hmoty,  
a to centrifugací při 15 000 ot/min při 4 °C po dobu 5 minut. Do čisté kádinky bylo odebráno 
0,25 ml enzymu ze supernatantu. K tomuto enzymu bylo přidáno 3,25 ml 50 mM fosfátového 
pufru (pH 7,2) a 0,25 ml p-nitrofenyllaurátu v ethanolu. Reakční směs byla poté 
promíchávána po dobu 30 minut při laboratorní teplotě. Poté bylo ke směsi přidáno 0,5 ml 
0,1 M roztoku Na2CO3 a směs byla znovu promíchána. Následně byla změřena absorbance při 
420 nm. Jako blank byl použit roztok, který místo 0,25 ml p-nitrofenyllaurátu obsahoval 
0,25 ml destilované vody. 
3.2.2 Testování mikrobiologické situace v přípravcích 
 Přípravky byly kultivovány na různých médiích (NBG, NBG + OO, minerální médium, 
minerální médium + OO) při laboratorní teplotě po dobu 72 hodin.  
3.2.3 Stanovení růstové křivky pomocí denzitometru 
 Ke stanovení růstové křivky byl použit denzitometr, což je přístroj, který se využívá pro 
měření turbidity/zákalu v rozmezí 0 – 19,5 jednotek stupnice dle McFarlanda. Principem 
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měření je měření optické absorpce, přičemž výsledek se ukáže na digitálním displeji 
v McFarland jednotkách. Čím je zákal větší, tím je hodnota na displeji vyšší. 
 Přípravky byly postupně nepipetovány do L zkumavek, ve kterých bylo obsaženo 6 ml 
vybraných médií (NBG, NBG + OO, syntetické médium, syntetické médium + OO). 
Současně bylo prováděno i kontrolní stanovení bez přípravků. Tyto zkumavky byly 
promíchávány na třepačce při laboratorní teplotě a v určitých časových intervalech byl měřen 
zákal v jednotkách dle McFarlanda. 
 
3.2.4 Monitorování pH v průběhu růstu mikroorganismů 
 Nejprve byly postupně nepipetovány přípravky do L-zkumavek, ve kterých bylo obsaženo 
6 ml vybraných médií (NBG, NBG + OO, syntetické médium, syntetické médium + OO). 
Současně bylo prováděno i kontrolní stanovení bez přípravků. Vzorky pro stanovení pH byly 
ze zkumavek odebírány pomocí sterilních špiček. K orientačnímu stanovení pH byly použity 
univerzální pH papírky. 
 
3.2.5 Identifikace mikroorganismů v přípravcích 
 Jedním ze způsobů identifikace mikroorganismů jsou molekulárně biotechnologické 
metody. Tyto metody jsou založeny na amplifikaci DNA. Mezi jedny ze základních metod 
můžeme zařadit polymerázovou řetězovou reakci (PCR) nebo restrikční analýzu 
amplifikované ribozomální DNA (ARDRA). 
3.2.5.1 Polymerázová řetězová reakce 
 Princip: 
 Podstatou PCR je cyklicky se opakující enzymová syntéza nových řetězců vybraných úseků 
DNA prostřednictvím DNA polymerázy. Po přidání DNA polymerázy, vhodného pufru  
a nukleotidů probíhá syntéza nových vláken na obou matricových řetězcích protisměrně. 
Syntéza DNA probíhá opakovaně ve formě cyklů, během nichž se pravidelně střídají tři 
základní kroky (denaturace dvouřetězcové molekuly DNA, připojení primerů k odděleným 
řetězcům DNA a syntéza nových řetězců DNA prostřednictvím DNA polymerázy). 
Postupným opakováním tohoto procesu se exponenciálně syntetizuje až 109 kopií vybraného 
úseku DNA. Výsledný produkt PCR jsou amplikony (úseky DNA definované délky  
o velikosti obvykle desítky až tisíc párů bází). Přítomnost amplikonů v reakční směsi se 
prokazuje elektroforézou na agarosovém gelu.[39] 
 
 Postup: 
 Přípravky č.1, 2 a 3 byly zaočkovány na BHIB médium (Brain Heart Infusion Broth), které 
vylo ztuženo agarem (3,7 g / 100 ml vody + 1 g agaru). Kultivace byla prováděna 
v termostatu při 30°C/24 hodin.  Sterilní kličkou byla setřena z Petriho misky silná vrstva 
bakteriálních kolonií. Tyto kolonie byly poté rozsuspendovány v 30 μl PCR vody. Připravené 
suspenze buněk byly umístěny do cycleru, kde byla provedena lyze buněk zahřátím na 95 °C 
po dobu 30 minut a prudkým ochlazením zkumavek v mrazáku. Hrubý lyzát buněk byl krátce 
centrifugován a supernatant byl 10 x zředěn v PCR vodě. 
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Do nové zkumavky bylo postupně odpipetováno: 
1. voda pro PCR    33,0 μl 
2. PCR pufr 5,0 μl 
3. 10 mM dNTP 2,0 μl 
4. primer B-K1/F (10 pmol/μl) 2,0 μl 
5. primer B-K1/R1 (10 pmol/μul) 2,0 μl 
6. Taq polymeráza (1U/μl) 4,0 μl 
7. hrubý lyzát buněk 2,0 μl 
 Za stejných podmínek byly připraveny PCR směsi z hrubých lyzátů buněk čistých  
bakteriálních kultur kontrolních kmenů Bacillus. Všechny vzorky byly dokonale promíchány 
a krátce centrifugovány. Amplifikace byla provedena podle programu: 
 – 94 °C po dobu jedné minuty 
 – 1. krok cyklu – denaturace (94 °C po dobu jedné minuty) 
 – 2. krok cyklu – připojení primerů (63 °C po dobu jedné minuty) 
 – 3. krok cyklu – syntéza DNA (72 °C po dobu dvou minut) 
 – 72 °C po dobu pěti minut 
 Základní tři kroky cyklu byly 30x opakovány. 
 Poté byly produkty PCR přečištěny s využitím magnetických částic P(HEMA-co-GMA). 
Nejprve byla do zkumavek připravena separační směs s nosiči smícháním komponent 
v následujícím pořadí: 
1. sterilní voda 50,0 μl 
2. NaCl (5M) 100,0 μl 
3. produkt PCR 25,0 μl 
4. PEG (40 %) 50,0 μl 
5. magnetické částice (2 mg/ml) 25,0 μl 
 Poté byly částice s navázanými produkty PCR odseparovány pomocí magnetu a supernatant 
byl odpipetován. Zkumavky obsahující nosič s PCR produkty byly promyty ethanolem. 
Částice byly opět odseparovány pomocí magnetu a etanol byl odpipetován. Produkty byly 
z nosičů eluovány pomocí TE pufru (10 mM Tris/HCl, pH 7,8 a 1 mM EDTA, pH 8,0). 
Eluované produkty byly poté nepipetovány do čistých zkumavek a použity pro stanovení 
koncentrace DNA. 
 Koncentrace DNA přečištěného PCR produktu byla ověřena spektrofotometricky pomocí 
univerzálního UV/Vis NanoPhotometru. [39] 
3.2.5.2 Restrikční analýza amplifikované ribozomální DNA 
 Princip: 
 Tato metoda slouží pro taxonomickou identifikaci bakteriálních buněk. Je založena na 
restrikční analýze produktů PCR za předpokladu, že amplikon obsahuje cílové místo pro 
vybraný restrikční enzym (restrikční enzymy jsou specifické endonukleázy, jejichž 
působením je štěpena dsDNA ve specifických cílových místech uvnitř této molekuly). 
 Produkt PCR získaný amplifikací je štěpen působením restrikčního enzymu za vzniku sady 
restrikčních fragmentů, které se liší počtem a umístěním cílových míst pro odpovídající 
restrikční enzym. Pro identifikaci vybraných druhů rodu Bacillus lze použít restrikční 
endonukleázu TaqαI. Restrikční endonukleáza TaqαI má čtyřnukleotidové rozpoznávací místo 
v poloze 5´…T/CGA… 3´ a 3´…AGC/T… 5´ (místo štěpení je označeno /). Z hlediska přesné 
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druhové identifikace rodu Bacillus je vhodnější použít kombinaci několika restrikčních 
endonukleáz (například AluI). [39] 
 
Postup: 
 Do čistých sterilních zkumavek pro PCR byly připraveny směsi, které obsahovaly 
následující komponenty: 
1. PCR voda 7,5 μl 
2. 10x zředěný NEBuffer 2 1,5 μl 
3. přečištěný PCR produkt 5,0 μl 
4. restrikční endonukleázy TaqαI 1,0 μl 
 Připravené směsi byly inkubovány při teplotě 65 °C (TaqαI). Získané restrikční fragmenty 
byly získány pomocí agarózové gelové elektroforézy. 
 Nejprve byl připraven 2 % agarózový gel (300 ml). Tento gel byl po rozvaření nalit do 
elektroforetické vany. Po zatuhnutí gelu na něj byly naneseny postupně naštěpené produkty 
PCR se stop pufrem (vzorky a srovnávací bakteriální kultury) a 100 bp žebříček. Vanička 
s gelem byla převrstvena 0,5x zředěným TBE pufrem. Elektroforéza byla prováděna po dobu 
3 hodin při vloženém napětí 80 V. Po ukončení elektroforézy byl gel vložen do roztoku 
ethidium bromidu, kde byl obarven. Nakonec byl obarvený gel pozorován pod UV 
světlem.[39] 
 
4 Výsledky a diskuze 
 Cílem práce bylo důkladnější mikrobiologické prozkoumání tří komerčních přípravků, 
které se přidávají do odpadní vody z důvodů odbourávání tuků, které jsou v této odpadní vodě 
obsaženy. 
 Nejprve byly přípravky testovány na Petriho miskách, zda obsahují vhodnou mikroflóru. 
Následně byla testována lipolytická aktivita v koloniích, které narostly při testování na 
Petriho miskách. Dále byly určeny růstové křivky jednotlivých přípravků v různých médiích. 
Poté byla měřena hodnota pH během kultivace daných přípravků. Na základě předcházejících 
studií [40] byla nakonec provedena analýza přípravků pomocí restrikční analýzy 
amplifikované ribozomální DNA. 
4.1 Ověření obsahu mikroflóry v testovaných přípravcích 
 Kultivace přípravků  probíhala na čtyřech různých médiích (minerální médium, minerální 
médium + olivový olej, NBG médium, NBG médium + olivový olej) po dobu 72 hodin. 
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         Obrázek 4.1. – přípravek č. 1 (NBG médium) 
 
 
          Obrázek 4.2. – přípravek č. 2 (NBG médium) 
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                      Obrázek 4.3. – přípravek č. 3 (NBG médium) 
 
 
                   Obrázek 4.4. – přípravek č. 2 (NBG médium + olivový olej) 
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                      Obrázek 4.5. – přípravek č. 3 (minerální médium  + olivový olej) 
 
 Z výše uvedených obrázků (obrázek 4.1.–4.3.) je zřejmé, že dané přípravky obsahují 
mikroflóru, která vytvořila po 72 hodinách mikrobiální film. Mikroorganismy se rozmnožily 
pouze na NBG médiu a NBG médiu s olivovým olejem. Při kultivaci na NBG médiu 
s olivovým olejem (obrázek 4.4.) lze pozorovat masivnější nárůst mikroorganismů. Z toho lze 
usoudit, že olej stimuluje růst mikroorganismů, které jsou obsaženy v daných přípravcích.  
 Při kultivaci testovaných přípravků na minerálním médiu a minerálním médiu s olivovým 
olejem (obrázek 4.5.) nedošlo k nárůstu mikroorganismů. Z toho lze usuzovat, že 
mikroorganismům obsaženým v přípravcích nestačí jako zdroj uhlíku olej. 
4.2 Ověření přítomnosti mikroflóry s lipolytickou aktivitou 
 Vzorky pro ověření lipolytické aktivity byly odebrány z Petriho misek z nárůstu 
mikroorganismů Podle vizuálního posouzení (žlutozelená barva roztoku)  
i spektrofotometrického stanovení bylo ověřeno, že mikroorganismy, které jsou obsaženy 
v přípravcích, produkují lipolytické enzymy. Naměřené hodnoty A420 jsou uvedeny 
v tabulce 4.1. 
 
Tabulka 4.1. – výsledky spektrofotometrického stanovení lipolytické aktivity 
 A420 
NBG médium NBG médium + olivový olej 
přípravek č. 1 0,557 0,844 
přípravek č. 2 1,203 1,984 
přípravek č. 3 1,879 1,523 
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4.3 Vliv složení kultivačního média na růst mikroflóry v testovaných 
přípravcích 
 Kultivace byla monitorována po dobu 188 hodin (přípravek č. 1 a přípravek č. 3) a 68 hodin 
(přípravek č. 2). Nárůst biomasy u jednotlivých přípravků byl měřen formou zákalu pomocí 
denzitometru. Přípravky byly kultivovány ve čtyřech typech médií (NBG, NBG + olivový 
olej, syntetické médium, syntetické médium + olivový olej). Vliv složení kultivačního média 
na růst mikroflóry s lipolytickou aktivitou v jednotlivých přípravcích byl stanoven na základě 
růstových křivek. Získané závislosti jsou uvedeny v grafech 4.1.–4.3. 
 
 
 Graf 4.1. – Růstové křivky přípravku č. 1 
 
 Růstové křivky byly sestrojeny na základě průměrných hodnot zákalu v závislosti času.  
U všech přípravků byl nejvyšší a nejrychlejší nárůst biomasy v NBG médiu s olivovým 
olejem. Z růstové křivky (graf 4.1.) pro přípravek č. 1 vyplývá, že mikroflóra obsažená 
v tomto přípravku se nerozmnožila v syntetickém médiu bez olivového oleje. Nejrychlejší 
nárůst biomasy byl pozorován v NBG médiu s přidáním olivového oleje. V NBG médiu, kde 
nebyl použit olivový olej, se prodloužila lag-fáze tak, že exponenciální fáze růstu byla 
pozorována až po 50 hodinách kultivace. 
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 Graf 4.2. – Růstové křivky přípravku č. 2 
 
 Růst mikroflóry v přípravku č. 2 (graf 4.2.) byl výrazně stimulován v NBG médiu 
s olivovým olejem. Z růstové křivky naměřené jen s NBG médiem vyplývá, že olej  
u předcházející křivky (NBG médium s olivovým olejem) Z grafu je patrné, že syntetické 
médium nebylo vhodné pro růst mikroflóry obsažené v přípravku č. 2. 
 
 
 Graf 4.3. – Růstovké křivky přípravku č. 3 
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 V případě sledování nárůstu biomasy obsažené v přípravku č. 3 (graf 4.3.), lze pozorovat 
opět rychlý nárůst biomasy v NBG médiu a NBG médiu s olivovým olejem. Na rozdíl od 
předcházejících výše uvedených přípravků, mikroflóra z přípravku č. 3 prokazovala nárůst  
i v obou syntetických médiích. 
4.3.1 Určení nejvhodnějšího kultivačního média pro testované přípravky 
 Na základě předcházejících výsledků (kapitola 4.3.) byly porovnány růstové křivky získané 
pro testované přípravky na základě použitého živného média. 
 V syntetickém médiu bez přípravku olivového oleje nejlépe rostla mikroflóra z přípravku 
č. 3. (graf 4.4.) 
 
 
 Graf 4.4. – Růstové křivky přípravků v syntetickém médiu 
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 Obdobný nárůst pro přípravek č. 3 (graf 4.5.) byl pozorován v syntetickém médiu 
s olivovým olejem. 
 
 
 Graf 4.5. – Růstové křivky přípravků v syntetickém médiu s olivovým olejem 
 
 Médium NBG bylo svým složením vhodným kultivačním prostředím pro mikroflóru ve 
všech třech testovaných přípravcích (graf 4.6.) 
 
 
 
 Graf 4.6. – Růstové křivky přípravků v NBG médiu 
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 V kultivačním prostředí NBG média s přídavkem olivového oleje bylo pozorováno, že 
přídavek oleje stimuloval nárůst biomasy u přípravků č. 2 a č. 3. Naopak u přípravku č. 1 byla 
produkce biomasy potlačena. 
 
 
 Graf 4.7. – Růstové křivky přípravků v NBG médiu s olivovým olejem 
 
4.4 Sledování pH při růstu mikroorganismů 
 Kultivace přípravků probíhala po dobu 50 hodin. Měření pH bylo prováděno pomocí 
univerzálních pH papírků. Přípravky byly kultivovány opět ve čtyřech typech médií  
(NBG médium, NBG médium + olivový olej, syntetické médium, syntetické 
médium + olivový olej). Výsledky jsou uvedeny v tabulce 4.2.–4.4. 
 Při kultivaci přípravku č. 1 (tabulka 4.2) se pH pohybovalo ve všech čtyřech typech médií 
v kyselé oblasti. V syntetickém médiu nebyl pozorovatelný žádný nárůst biomasy, a proto se  
pravděpodobně pH kultivačního média po celou dobu experimentu nezměnilo (graf 4.1.). 
 
Tabulka 4.2. – Hodnoty pH při kultivaci přípravku č. 1 
Přípravek č. 1 
médium/čas (h) 0 18 23 27 42 46 50 
  pH pH pH pH pH pH pH 
Syntetické médium + olivový olej 5,5 6,0 5,0 5,0 5,3 5,0 5,0 
Syntetické médium 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 
NBG médium 6,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 
NBG médium + olivový olej 6,0 6,5 5,0 5,0 5,0 5,0 5,5 
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 Z hodnot uvedených v tabulce 4.3. je patrné, že u přípravku č. 2 se pohybovalo pH ve všech 
čtyřech testovaných médiích v zásadité oblasti. 
 
Tabulka 4.3 – Hodnoty pH při kultivaci přípravku č. 2 
Přípravek č. 2 
médium/čas (h) 0 18 23 27 42 46 50 
  pH pH pH pH pH pH pH 
Syntetické médium + olivový olej 7,5 9,0 10,0 10,0 10,0 9,5 9,0 
Syntetické médium 7,5 9,0 9,0 9,0 9,0 9,0 9,0 
NBG médium 7,0 8,0 8,5 8,5 8,8 9,0 8,8 
NBG médium + olivový olej 7,0 8,5 9,5 9,0 9,5 9,5 9,5 
 
 U přípravku č. 3 (tabulka 4.4.) se pH u syntetického média, NBG média a NBG média 
s olivovým olejem pohybovalo v neutrální až slabě kyselé oblasti. U syntetického média 
s olivovým olejem se pH pohybovalo pouze v slabě kyselé oblasti. 
 
Tabulka 4.4. – Hodnoty pH při kultivaci přípravku č. 3 
Přípravek č. 3 
médium/čas (h) 0 18 23 27 42 46 50 
  pH pH pH pH pH pH pH 
Syntetické médium + olivový olej 6,0 6,0 5,0 6,0 6,0 5,8 6,0 
Syntetické médium 6,0 7,0 7,0 7,0 6,0 5,5 6,0 
NBG médium 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 6,5 7,5 
NBG médium + olivový olej 6,0 6,0 6,5 7,0 7,8 7,8 8,0 
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4.5 Identifikace mikroorganismů metodou restrikční analýzy 
 Při identifikaci mikroorganismů z komerčního přípravku byly pro srovnání použity různé 
druhy rodu Bacillus. Postupem uvedeným v bodě 3.2.5.2 (str. 26) byly připraveny směsi, 
které byly poté naneseny na gel a byly podrobeny elektroforetické analýze (obrázek 4.6.).  
 Z elektroforeogramu (obrázek 4.6.) je patrné, že přípravek č. 3 (běh č. 8, 12, 13) obsahuje 
Bacillus subtilis. U přípravku č. 1 (běh č. 9, 14, 15) a č. 2 (běh č. 10, 16 ,17) nelze po 
restrikční analýze určit přesné druhové zastoupení rodu Bacillus.  
 
 
Obrázek 4.6. – gelová elektroforéza (TaqαI) 
 běh 1: B. megatherium, 2: B. subtilis, 3: B. circulans, 4: B. cereus, 5: B. licheniformis, 
6: B. thuringiensis, 7: B. mycoides, 8: přípravek č. 3, 9: přípravek č. 1, 10: přípravek č. 2, 
11: žebříček, 12,13: přípravek č. 3, 14,15: přípravek č. 1, 16,17: přípravek č. 2 
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5 Závěr 
 Cílem experimentální části práce bylo otestovat tři komerční přípravky do odlučovačů tuků: 
1. prokázat mikroflóru s lipolytickou aktivitou 
2. vybrat nejlepší přípravek z pohledu nárůstu mikroflóry a také médium pro jeho 
kultivaci 
3. pokusit se identifikovat přítomnou mikroflóru 
 
 Na základě provedených experimentů bylo prokázáno, že všechny tři testované přípravky 
obsahují mikroflóru s lipolytickou aktivitou. 
 Ze stanovených růstových křivek pro jednotlivé přípravky je patrné, že nejvýraznější nárůst 
biomasy ve všech testovaných médiích byl pozorován u přípravku č. 3. Jako nejvhodnější 
médium se ukázalo NBG médium s přídavkem olivového oleje, které u všech tří komerčních 
přípravků vykazovalo nejvyšší a nejrychlejší nárůst biomasy. 
 Po provedení restrikční analýzy a následné elektroforézy bylo pozorováno, že všechny 
přípravky obsahují mikroflóru rodu Bacillus. U přípravku č. 3 bylo potvrzeno i druhové 
zastoupení rodu Bacillus, a to druh Bacillus subtilis. 
 Na základě laboratorních experimentů se jako nejvhodnější přípravek jeví přípravek č. 3, 
neboť vykazoval nejmasivnější nárůst biomasy jak na pevném živném médiu, tak i při 
kultivaci v tekutém médiu. 
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7 Seznam použitých zkratek 
apod.  a podobně 
atd.  a tak dále 
např.  například 
sp.  species (druhy) 
str.  strana 
ATP  adenosintrifosfát 
CoA  koenzym-A 
FAD  riboflavin-adenosindifosfát 
FADH2 redukovaná forma riboflavin-adenosindifosfátu 
NADH/H
+
 redukovaná forma nikotinamid-adenindinukleotidu 
SFE  nadkritická fluidní extrakce 
SPE  extrakce pevnou fází 
GC  plynová chromatografie 
GC-MS plynová chromatografie s hmotnostní detekcí 
FID  plamenový ionizační detektor 
TLC  tenkovrstvá chromatografie 
HPTLC vysokoúčinná tenkovrstvá chromatografie 
LC  kapalinová chromatografie 
LC-MS kapalinová chromatografie s hmotnostní detekcí 
HPLC  vysokotlaká kapalinová chromatografie 
NP-LC kapalinová chromatografie na normální fázi 
RP-LC  kapalinová chromatografie na reverzní fázi 
MS  hmotnostní spektrometrie 
PMF palm-mid fiction (produkt získaný několikanásobnou frakcionací palmového 
oleje) 
PCR polymerázová řetězová reakce 
CCM česká sbírka mikroorganismů 
ARDRA restrikční analýza amplifikované ribozomální DNA 
DNA deoxyribonukleová kyselina 
UV ultrafialové záření 
 
 
 
 
